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1 

Verfahren und Vorr-iahtung zur Identif ikation einer Bxopoly- 
nersequenz auf FestkSrperoberf lichen 

Die Erfindung batrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur 
5 Identif ikation einer spezifischen Biopolymersequenz , die auf 
einer Festk6rperoberfl^che gebunden ist. 

Aus der US 5,730,234 ist bekannt, da£ Nukleins&uren, an die 
kovalent Donator- und Mczeptorgruppen als Elektronentrans- 
10 fereinheiten angebracht sind, eine extrem schnelle und lang- 
reichweitige Elektronenlei rung aufweisen konnen. Werden diese 
Elektronentransf ereinheiten an 2wei komplementaren Nuklein- 
sauren angebracht, kann diese Methods auch zur' Detektion der 
Hybridisation eingesetzt werden. 

15 

In der US 5,780,234 wird auch die Moglichkeit genannt, Elek- 
trodenoberflachen als eine der Elektronentransf ereinheiten zu 
verwenden. 

2 0 Die in DNA-Einzel- und Doppelstr&ngen auftretenden Leitf&hig- 
keitsphanomene wurden in zahlreichen Arbeiten eingehend un- 
tersucht. So untersuchten H.-W. Pink et al. [H.W. Fink, C 
Schc-nenberger, Nature 398, 407 (1999)] sowohl die LeitfShig- 
keit von DKfA-Molekulen, als auch den EinfluS elektroaktiver 

25 Gruppen, Die an einzelneh DNA-Doppelstrdngen gemessenen Leit- 
fahigkeitein wurden in der GroJlenordnung guter Halbleiter oder 
leitf£higer Polymere angegeben. Es wird jedoch auch auf die 
2um Teil noch eklatanten Diskrepanzen zwischen verschiedenen 
experimentellen Befunden und theoretischen Vorhersagen hinge- 

30 wiesen. 
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Hohe Leitfahigkeit und schneller Ladungs transfer auch fiber 
grofce Abstande wurde auch an Monolagen von DNA-Doppelstr£ngen 
auf. Elektrodenoberflachen gemessen [S.O. Kelley, N.M. Jack- 
son, M.G. Hill, J.K. Barton, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 38, 
941 (1999)J. Einzelne Mismatches in der Basensequenz der Dop- 
pelhelices konnen diesen Ladungs transport allerdings ent- 
scheidend behindern. Dies legt nahe, daS durch elektronische 
Detektion der DNA-Hybridisation eine hohe Spezifizitat und 
Sensitivitat auch auf einzelne Punktdefekte erreicht werden 
kann. 

Aufgabe dieser Erfindung ist es, eine neue Technologie be- 
reitzustellen, die es ermSglicht, an eine feste Oberflache A 
fixierte Biopolymere eindeutig und sensitiv zu identifizie- 
ren. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale des Anspruchskomplexex 
einzeln oder in Kombination gel6st. 

Unter Biopolyrner wird insbesondere ein aus Nukleotiden oder 
Aminosauren gebildetes Polymer verstanten, z.B. DNA, RNA, 
PNA, PTO, Pepcid, Protein u.dgl.. 

Die identifikation wird durch eine hierzu affine Biopolymer- 
seguenz vorgenormnen, die sowohl in Losung, als auch auf einer 
. zweiten Festkorperoberf lache vorliegen kann. Die Detektion 
kann fiber elektronische und optische Verfahren erfolgen. 

Die elektronische Detektion durch z.B. bei der Hybridisation 
auftretenden Leitf ahigkeitsanderung zwischen zwei oder an ei- 
ner Oberflache sowohl im Bezug auf Sensitivitat, Spezifizitat 
und apparative Umsetzung bietet entscheidende Vorteile. 
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10 



MSgliche Einsatzfelder der hier entwickelten Methode konnen 
aine grofie Bandbreite von der medi zinischen Diagnostik bis 
hin zur Identifikations-, Codierungs- und ' Erkennungstechnik 



5 umfassen. 



Die erfindungsgemalSe Identif ikation der Biopolymere auf einer 
Fest^orperoberf ISche erfolgt vorteilhaf terweise nach folgen- 
der Vorgehensweise : 



a) Die auf der Festkorperoberf lache . f ixierten (ersten) Biopo- 
lymere werden mit dazu affinen (zweiten) Biopolymeren in Kon- 
takt gebracht, was eine spe2ifische Heaktion (bei Nukleins&u- 
ren eine Hybridisation zu Doppelstrangen) zur Folge hat. Die 
15 zweiten Biopolymere konnen sich sowohl in Losung befinden, 
als auch auf einer Gegenoberf lache fixiert sein, die z.B, 
durch Aufeinanderpressen mit den zu identifizierenden Moleku- 
len in Kontakt gebracht wird. 

20 b) Die Hybridisation kann dann liber eine Anderung in der 
Oberfiachenleitfahigkeit oder der Lei tf ahigkeit im Bezug auf 
■ eine Gegenelektrode gemes sen werden, wenn. sich die zweiten 
Bioplymere bzw. Zielbiopolymere in Losung befinden. Wenn die 
Hybridisation zwischen zwei parallelen OberflSchen erfolgt, 

25 kann die Anderung in der Leitf Shigkei t zwischen den beiden 
Oberf l&chen zur Detektion verwendet werden. Dies gilt in bei- 
den Ausgestaltungsformen sowohl fur AC- und DC- 
Leitfahigkeitsph&nomene. Zur ErhShung der Leitf ahigkeit kon- 
nen in den biopolymeren Dunnfilrn auch Metallatome, -lonen, - 

30 Cluster und Komplexrctolekule eingelagert werden. Alcernativ 
kann die Detektion auch iiber Pluoreszenz oder andere optische 
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Methoden erfolgen. Leitfahige Cluster konnen hier auch zur 
■ verstSrkung optischer Signale eingesetzt werden, 

in einer Ausgestaltungsf orm werden als zu identif izierende 
5 Biopolyniere bzw. ersta Biopolymere Nukleins&uren einer be- 
stirnmten Sec^uenz kovalent an eine leitfahige Festkorperober- 
fl&che gebunden. Hierzu komplementare Nukleinsauren sind ■ an 
ein zweites leitf£higes Substrat gebunden, das mit dem ersten 
durch Aufeinanderpressen in Kontakt gebracht wird. Findet Hy- 

10 bridisation der NukleinsSuren zwischen den beiden Oberflachen 
statt, wird dies eine wesentliche Verringerung des elektri- 
schen widerstandes zur Folge haben, was durch konventionelle 
elektronische Methoden problemlos nachweisbar ist. Durch die 
mit der Hybridisation verbundenen Anderungen der Kapazitaten 

15 in dieser Schichtstruktur werden auch ver&nderte Wechsel- 
stromwiderst£nde detektierbar . Weiterhin ist auch der Einsatz 
elektrochemischer Signale, wie 2.3, spezif ischer Reduktions- 
und Oxidationspeaks zur Identif ikation der Hybridisation ein- 
setzbar. 

20 

Eine ahnliche Nachweismethode ist auch einsetzbar, wenn die 
Zielbiopolyroere in Lfisung vorliegen. Auch hier ist der KJach- 
weis der Hybridisation liber elektronische Me£gra£en mSglich. 
Bevorzugt kann hier die Anderung in der Doppel lagenkapazitat 

2 5 auf der Oberf lache iiber AC- und/oder Impedanzsignale nachge- 

wiesen werden. Dies kann entweder iiber eine Gegenelektrode 
erfolgen, Oder aber iiber die strukturierte Ausgestaltung der 
Detektoroberf lache . Let z teres kann in einer Auf tei lung der 
Oberflache in zwei leitf&hige und von einer Isolatorf lache 

3 0 getrennte Tei If l&chen erfolgen, von denen eine die nachzuwei- 

senden Nukleinsauren tr&gt und die andere als Gegenelektrode 
dient. Auch eine Dreiteilung zur Schaffung einer zus&tzlichen 
Ref erenzelektrode fur einen elektrochemischen Dreielektroden- 
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setup ist jnttglich. Die Elektroden konnen auch zu einer Anrei- 
cherung geladener Zielmolekule in der Nahe der Oberflache ge- 
nutzt werden. In einer speziellen Ausgestaltungsform kann 
auch eine Anreicherung und Detektion auf der Oberflache er- 
reicht werden, indem eine Wechs el spanning oder ein Wechsel- 
strom zwischen zwei Elektroden, die sich in einem klei'nen Ab- 
stand zueinander befinden und auf denen jeweils die zu detek- 
tierenden Molekule fixiert sind, angelegt wird. 

pie elektronischen MeJSgrofien konnen verstarkt werden, indem 
in den Dunnfilm der zu detektierenden Biopolymere Metallato- 
me, -Cluster oder -Ionen eingebracht werden. Dies kann sowohl 
vor als auch nach der Hybridisierung z.B. durch Bedampfen 
oder elektrochemische Methoden erfolgen. Weiterhin ist auch 
der Binsatz von Komplexen Molekulen, die sich z.B. bei Nu- 
kleinsauren spezif isch an einzelstrangige Strukturen oder 
auch beispielsweise als Interkalatoren an doppelstrangige 
Konformationen anlagern und elektroaktive zentren aufweisen. 

V I 2 0 Mogliche Anwendungen der hier beschriebenen Methoden konnen 
zum Beispiel im Palle der Hybridisation zwischen zwei Fest- 
kttrperoberf lachen im Bereich der Sicherhei tstechnik in der 
falschungssicheren Ident if ikation von Banknotes chipkarten, 
Ausweisen u.a. liegen. Im falle der Detektion in fliissiger 
25 Phase kann die Detektionsmethode zur Xdentifikation z.B. von 
Chargen von Lebensmitteln, Medikamenten o.a. eingesetzt wer- 
den . 

Beispiel 1: 

30 Oligonukleotide einer Lange von 21 Basen werden am 5 1 -Ende 
kovalent an die Oberflache eines Leitfahigen . Polykarbo- 
nat/Kohlefaser-Kunststof fes fixiert. Die an der Oberflache 

r 
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befindlichen Oligonukleotide werden mit in Losung befindli- 
chen komplementaren Sonden hybridisiert . Wird zwischen der 
leitf&higen Kunststof f pberf lache und einer Ag/AgCl- 
Gegenelektrode sine Wechselspannung einer Frequenz von 2 50 Hz 
5 angelegt und der kapazitive Anteil des Wechselstromes gernes- 
sen, so ergibt sich bei Hybridisation bei 0,4V ein AJbfall der 
Wechselstromleitfahigkeit um mehr als 10%, was einer direkcen 
Detektion einer spezifischen Hybridisierung und damit der zu 
ermittelnden Sequenz gleichkommt . Kcntrollversuche mit nicht 
10 spezifischen Oligonukleotiden ergeben keine wesentliche Leit- 
f ahigkei tsMnderung . 

Beispiel 2 : 

Durch Aldehyd-Gruppen aktivierte Agarose-Beads werden mit 
15 Oligonukleotiden kovalent gekoppelt und auf eine Glasoberfla- 
che immobilisiert . Die OberflSche wird mit einer Testlosung 
in Kontakt gebracht, die dazu komplementare Oligonukleotide 
enthait, die an einem Ende eine f luoreszierende FAM-Gruppe 
und am anderen Ende eine f luoreszenzunterdrtickende dT (C2- 
20 Dabcyl) Phosphatgruppe enthalten. Weiterhin nehmen diese Nu- 
kleinsSuren aufgrund ihrer teilweise selbs tkomplementaren 3a- 
sensequenz in Losung eine haarnadelf 6rmige Sekundarstruktur 
ein. Fluoreszierende und f luoressenzunterdruckende Gruppen 
befinden sich in unmittelbarer r^umlicher N£he. Bei Hybridi- 
25 sation mit den an der Oberflache fixierten Nukleinsauren ent- 
faltet sich die SekundSrstruktur der in Lfisung bef indlichen 
Nukleotide und es wird eine starke 3rh6hung der optischen Si- 
gnalintensit&t mefebar , 
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Anspruchskomplex 

Schutz wird beansprucht fur die folgenden Merkmale fur sich 
genommen oder in Kombinatiom 

5 

Verfahren zur Identi f ikation eines auf ein einer ersten Ober- 
flaches eines Festkttrpersubstrats auf gebrachten ersten Biopo- 
lymers, wobei das erate Biopolymer mit einem dazu affinen 
zweiten Biopolymer in Kontakt gebracht wird. 

10 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Merkmale, wobei sich 
das zweite Biopolymer sich auf einer zweiten Oberflache oder 
in LOsung bef indet . 

15 Verfahren nach einem der vorhergehenden Merkmale, wobei die 
Identif ikation des ersten Biopolymers vorgenommen wird durch 
Auswertung eines elektronischen oder optischen Signals, ins- 
besondere der Anderung der Leitf ahigkeit im Gleichstrom 
und/oder Wechselstrombereich und/oder der Anderung der impe- 

2 0 danz iii Abhangigkeit von der aufgepragten Wechselspannungs- 
oder Wechselstromf requenz ausgeldst durch af f ini tatsbedingte 
Adhesion. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Merkmale, wobei die 

2 5 Anderung der Leitf ahigkeit zwischen zwei leitfahigen FestkSr- 

peroberflachen gemessen wird, an die jeweils zueinander af fi- 
ne Biopolymere adsorbiert sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Merkmale, wobei die 

3 0 Detektion der oberf lachenf ixierten Biopolymere durch Reaktion 

mit in L5sung befindlichen affinen Biopolymeren und deren De- 
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8 



tektion durch Fluoreszenz und/oder 
Energietransf er herbeigef tihrt wird. 



Fluoreszenzresonanz- 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Merkmale, wobei sich 
die zu identifizierenden Biopolymere in L5sung befinden und 
die Detektion durch Fluoreszenz-Resonanz-Energietransf er vor- 
genornmen wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Merkmale, wobei die 
Detektion durch die Messung optischer Signals vorgenommen 
wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Merkmale, wobei die 
optischen Signale durch leitfahige Cluster verstarkt werden, 
welche von der ersten die ersten Biopolymere tragenden Ober- 
flache durch eine Affinitats- und/oder Spacerschicht getrennt 
sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Merkmale, wobei die 
Detektion durch eine Wechselspannung oder einen wechselstrom 
zwischen zwei leitfahigen, durch einen isolator getrennten 
mit dem ersten Biopolymer versehen Strukturen vorgenommen 
wird. 

Verfahren nach den vorhergehenden Merkmale, wobei in mir.de- 
stens eine auf ein Substrat adsorbierte aus dem ersten oder 
zwei ten Biopolymer gebildete Schicht elektroaktive Metallato- 
me, -lonen, -Cluster oder Korrrplexmolekiile eingebracht werden. 

Verfahren nach den vorhergehenden Merkmale, wobei eine zu- 
satzliche leitfahige Struktur als Ref erenzelektrode und/oder 
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sine zusatzliche leitfahige Struktur als Gegenelektrode ein- 
gesetzt wird. 

Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der 
vorhergehenden Merkmale. wobei sich das zweite 3iopolymer so- 
wohl auf einer zweiten Oberflache als auch in Lbsung befin- 
det . 

Vorrichtung nacb einem der vorhergehenden Merkmale, wobei die 
Identifikation des ersten Biopolymers vorgenonraisn wird durch 
Auswertung eines elektronischen oder optischen Signals, ins- 
besondere der durch aff initatsbedingte Adhasion ausgelosten 
Anderung der Impedanz, der Leitf ahigkeit im Gleichstrom 
und/oder Wechselstrombereich in Abhangigkeit von der aufge- 
pragten Wechselspannungs- oder Wechselstromfrequenz . 

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Merkmale, wobei die 
Anderung der Leitfahigkeit zwischen zwei leitfahigen Festk3r- 
peroberf lichen gemessen wird, an die jeweils zueinander af fi- 
ne Biopolymere adsorbiert sind. ^ 

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Merkmale, wobei die 
Detektion der ersten oberf lachenf ixierten Biopolymere durch 
af finitatsbedingte Reaktion mit in Losung befindlichen zwei- 
ten Biopolymeren und deren Detektion durch Fluoreszenz 
und/oder Fluoreszenzresonanz-Energietransf er herbeigef tihrt 

wird. 

Vorrichtung nach einern der vorhergehenden Merkmale, wobei die 
ersten 3iopolymere in Losung sich befinden und die Detektion 
durch Fluoreszenzresonanz-Energiecransf er vorgenommen wird. 
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Vorrichtung nach der vorhergehenden Merkmale, wobei die 

Detektion durch die Mas sung optischer Signale vorgenommen 
wird, die durch leitfahige Cluster, welche von der ersten, 
die ersten Biopolymere tragenden Oberflache durch eine Affi- 
nities- und/oder Spacerschicht getrennt sind, verstarkt wer- 
den . 

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Merkmale, wobei die 
Detektion durch eine Wechselspannung Oder Wechselstrom zwi- 
schen zwei leinf ahigen, durch einen Isolator getrennten 
Strukturen, an die jeweils spezifische Biopolymere adsorbiert 
sind, vorgenoimnen wird. wie oben 

vorrichtung nach einem der vorhergehenden Merkmale, wobei in 
mindestens eine auf ein Substrat adsorbierte Schicht aus Bio- 
polymeren elektroaktive Metallatome, -lonen, -Cluster Oder 
Komplexmolekule eingebracht werden. 

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Merkmale, wobei ei- 
ne zusatzliche leitfahige Struktur als Ref erenzelektrode 
und/oder eine zusatzliche Leitfahige Struktur als Gegenelek- 
trode eingesetzt wird. 
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